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Ather entzogen, die Thiazolbase durch Zusatz konzentrierter Natron- 
lauge unter Eiskuhlung freigesetzt, mit Ather extrahiert und schliess- 
lich im Hochvakuum destilliert. Unter 0,003 mm Druck ging das 
4-Methyl-5-oxyathyl-thiazol konstant bei 92 -94O uber. 

Aus den Mutterlaugen der Pikratfallung wurden nach vollstan- 
diger Abtrennung des Pikrats sowie uberschussiger Pikrinsaure 
durch langere Extraktion der neutralisierten Losung mit Ather 2’8 g 
eines viskosen, braunen Oles gewonnen. Bei der Destillation im Hoeh- 
vakuum ging dieses bei einem Druck von 0,002-0,003 mm zwischen 
88O und 92O (Luftbadtemperatur, Destillation aus einer Kugelrohre) 
als klare, leicht hellgelb gefarbte Flussigkeit uber. Diese Verbindung 
ist das weiter oben beschriebene 4-Methyl-5-oxy~thyl-2-chlorthiazol. 
Es ist in Wasser schwer, in Alkohol, Ather und Pyridin sowie auch in 
verdunntem wasserigem Alkohol leicht loslich. 

Zurich, Chemisches Institut der Universitat 
und Bern, Hallerianum. 

162. Reeherehes SUP l’amidon XXV. 
Le glyeogene du musele natif 
par Kurt H. Meyer et R. Jeanloz. 

(22 VII 43) 

L’Btude du glycogdne matif a constitue le sujet de ce travail. Ce 
problhme comprend lo la recherche de l’e‘tat du glycogine dans l’orga- 
nisme vivant : se trouve-t-il dans la cellule B 1’6tat libre ou lid B des 
protBines ? 2O La pre’paration du glycogkne d’une manikre mBnagBe, 
condition essentielle dans pareille recherche : aucune liaison ehimique 
ne doit Btre scind6e; et enfin 3O l’e‘tude du ylycogine ainsi obtenu. 

Nous avons choisi eomme materiel do d6part les moules Ano- 
donta qui sont riches en glycogkne de muscle apr6s avoir B t B  nourries 
B la xemoule. 

1. Etat du glycogine dans  la cellule. 
Au COUI‘S de ses nombreux travaux, PfZiigerl) a nii? l’existence 

d’une liaison du glycoghne a d’autres constituants de la cellule. Par 
contre, WiZlstirtter et Rohdewaldz) ont dkduit, de leurs essais d’extrac- 
tion du glycoghne de foie avec de l’eau chaude ou de l’acide tzichlo- 
rac6tique dilu6, qu’une partie se trouvait sous forme libre et soluble, 
le ZyogZycogdne, et que le reste Btait sous forme insoluble de (( sym- 
plexe )) avec des protdines : le desmogtycogine. 

l) E. Pfliiger, Das Glykogen, Bonn 1905 (2$me ddit.), pp. 33 et 45. 
2, R. Willstdtter et M .  Rohdewald, Z. physiol. Ch. 225, 103 (1934). 
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Les recherches de Willstiitter et Rohdewald montrent effective- 
ment que seule une partie du glycogbne est extraite par l’eau bouil- 
lante, et que son importance varie avec la nourriture absorbde. Les 
foies riches en glycoghe contiennent relativement plus de (( lyoglyco- 
gene n. Nous trouvons Bgalement que dans le muscle d’anodonte une 
partie du glyeoghe pcut &re extraite a l’eau chaude. L’autre partie 
reste tout d’abord insoluble avec des proteines coaguldes. Cette frac- 
tion peut &re ensuite solubilisee par traitement Q l’hydrate de chloral 
en solution aqueuse coneentree, ou par une solution de chlorure de 
calcium Q 40 %. Ces deux dissolvants n’hydrolysent pas les proteines 
et ne scindent pas les liaisons chimiques entre l’hydrate de earbone 
et la protkine. 

Toutefois, cette fraction du glycogbne demeure insoluble dans 
l’eau, malgrB sa separation des proteines: elle donne dans ce dissol- 
vant une suspension qui peut &re centrifugee ou qui se depose lors 
de 1’6lectrodialyse, sans que du glycogbne entre en solution. Par con- 
sBquent, l’insolubilit6 de ce glycogPne ne depend pas d’une liaison 
avec les proteinex, mais est une propri6t6 inhdrente au glycoghe lui- 
m6me. Comme nous allons le montrer plus loin, le glycoghne se com- 
pose de parties solubles et insolubles dans l’eau, qui se differencient 
surtout par leur poids mol6culaire. I1 semble que la proportion en 
glycoghe soluble augmente avec la teneur en glycoghe total: nous 
interpretonx ainsi les resultats de WilZskitter et Rohdewald. 

Afin d’klucider la composition du glycoghe lui-mkme, nous 
l’avons prepare en kvitant toute degradation, nous l’avons fractionne 
et avons Btudie scs fractions. La methode d’extraction B l’alcali 
fort, ellaboree par Claude Bernard1) et perfectionnee par PfZiiger2), ne 
pouvait pas &re prise en consid6ration7 ear les liaisons Bventuelles du 
glycoghe avec des restes de proteines ou d’acides pouvaient &re scin- 
d6es. En outre, les hydrates de carbone subissent faeilement une d6gra- 
dation oxydative en solution alcaline. Des traces d’oxygkne snffisent 
pour degrader la trbs grande moldcule de glyeogbne (par exemple il 
suffit de 5 x 10-6 gr. 0, pour degrader de moitie 1 gr. de glycogkne de 
poids moleculaire de 3 x 106). 

2. Extraction fractionne’e. 
La majeure partie du glycogbne d’anodontes bien nourries est 

extraite par l’eau chaude. Le glycogbne precipitd par le methanol 
contenait 85% de glycogene pur et des protkines. La plus grande 
partie de cellea-ci peut &re Bliminee aprbs dissolution par prdcipita- 
tion avec l’acide picrique; cette methode a d6j$ B t B  employee par 
Young3) et par Petree et AZsberg4). Avant de proceder a une purifica- 

l) LeCons sur la Physiologie et la Pathologie du Systame nerveux, t. I ,  p. 467. 
2 )  1. c. 
4, L. Q.Petree et C .  L. Blsberg ,  J. Biol. Chem. 82, 385 (1929). 

3, F.  G. Young, Biochem. J. 31, 711 (1937). 
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tion ultkrieure, nous avons prepare plusieurs fractions pair 6lectro- 
dialyse: une partie soluble et limpide (fraction I), une partie trouble, 
formant la couche inferieure de la liqueur Blectrodialyske (fraction 11) 
et une partie qui se depose sous forme de particules gonflees (frac- 
tion 111). Les fraction I et I1 peuvent &re d6barassBes des protBines 
par agitation avec le chloroforme selon la m6thode de h“ewagl) 
dBja employBe par Stockhausen et Silbereisenz) pour le glycogkne 
de la levure. La fraction I11 ne peut &re purifiBe de cette faqon, car 
elle donne une suspension qui se depose rapidement. On la dissout 
dans une solution de chlorure de calcium a 40% et la pr6cipite avec 
l’iode sous forme d’une combinaison d’addition brune, exempte de 
protbines, dont le glycogbne peut &re facilement rBgBnBr6. 

La bouillie de muscle extraite B l’eau chaude contient encore 
du  glycogbne qui peut &re solubilisb en meme temps qu’une certaine 
quantit6 de protBines par chauffage dans une solution d’hydrate de 
chloral k 33%. On le purifie Bgalement par l’intermkdiaire de son 
compose d’addition avec l’iode (fraction IT). 

partir do 20 moules, 
dont la chair pesait 760gr. La totalit6 du glycogkne se composait 
approsimativement de 

Nous avons obtenu 20gr. de glycogkne 

Fraction I 4,4 gr. hydrosoluble 

)) I11 3,2 gr. insoluble 
1) IV 0,8gr. insoluble 

11 9,5 gr. melange de 0,5 gr. soluble e t  9 gr. insoluble en suspension 

Le glycogbne Btudi6 contient done environ 30 yo de glycogbne soluble 
et 70 % d’insoluble. 

MEme aprks une purification complkte, la majeure partie des 
fractions I11 et IV conserve son insolubilite dans l’eau. On peut centri- 
fuger facilement le glycogene des suspensions obtenues en le tritu- 
rant dans l’eau ; la liqueur surnageante est dkpourvue de glycogkne. 

Le glycogkne peut m6me &re trait6 par la potasse eaustique B 
looo, m6thode utilisBe pour le dosage selon Pfliiger, sans que ses 
propridtks soient modifikes. En  effet, le glycogbne pr6park d’aprks 
la mbthode a l’alcali se compose Bgalement de glycogkne soluble et 
insoluble. 

La pr6sence de glycogkne insoluble dans l’eau, en proportion 
relativement forte, semble &re en contradiction avec les observations 
des histologues : le glycogbne des coupes microscopiques peut &re 
entikrement extrait par l’eau. Notre opinion Q ce sujot est qu’il s’agit 
en partie d’une solution et en grande partie d’un entrainement. 

Toutes les fractions Btaient depourvues de phosphore. I1 faut 
mentionner B ce propos que #urnec et Jsajwic3) ont Btudib un glyco- 

l) M. Sevag, Bioch. Z. 273, 419 (1934). 
2, F.  Stockhausen et K.  Silbereisen, Bioch. Z. 287, 276 (1936). 
3, X .  Sarnee et  T’. .7sajevic, C. r. 176, 1419 (1923). 



- 1787 - 

gene de foie de chien dont les 80 % Btaient solubles dans l’eau et que 
cette partie possedait une teneur en phosphore de 0,7%, alors que 
Reich l )  dans le glycoghe du commerce et T a y l o r  et McBride2) dans 
le glycogene du foie de rat ne trouvent pas de phosphore. 

Par des mkthodes n’attaquant pas les liaisons chimiques, la 
teneur en azote a pu Btre abaisske a 0,07%, ce qui prouve qu’aucun 
reste contenant de l’azote est li6 chimiquement avec le glycogkne. 

3. L e  poids  moldculaire d u  glycogbne. 
Plusieurs auteurs ont effectue des mesures de pression osmotique. 
L’insolubilitb de la majeure partie du glycogene dans l’eau em- 

pkhe  les mesures dans ce dissolvant. L’addition d’alcalis ou de sels 
(chlorures de sodium ou de calcium) B la solution aquense donne des 
resultats discordants. Ainsi Oakley et Y o u n g 3 )  obtiennent dans l’osmo- 
metre B basse pression do Oakley des poids molBculaires pour un 
glycogdne de foie de lapin d’environ 700 000 dans l’eau et de 2 000 000 
en solution saline; les auteurs concluent B la presence d’ions dans le 
glycogene qui, par effet D o n n a n  en solution aqueuse, donnerait des 
valeurs trop fortes pour la pression osmotique. I1 est fort probable 
que ce glycogene forme dans l’eau des associations mieellaires dont 
la grandeur est augmentbe par le sel inorganique (effet de salage). 

D’autres mesures effectuees sur les dBrivks methyl& du glyco- 
gene par Oakley et Y o u n g  (1. c.) donnent un poids moleculaire de 
3 500 000 ; toutefois l’emploi de benzene comme dissolvant peut per- 
mettre une certaine association des moldcules A, groupe polaire (comme 

NQUS avons travail16 sur les derives acetyles du glycoghe, en 
solution d’alcool benzylique. En effet, il est possible de preparer 
facilement les d6riv6s ac6tyl&s, sans qu’il y ait la moindre degrada- 
tion (voir dtaudinger et H u s e m a n n 4 ) ) ,  alors que les derives mBthyl6s 
risquent de subir des transformations dans le milieu alcalin oh ils 
sont pr6par6s. Ainsi Carter et Record5) trouvent dss poids moldcu- 
hires de 273000 B 830000 pour une s6rie de glycoghes mBthyl6s 
et de 1,9 B 3’5 x l o 6  pour la mBme s6rie ac6tylke. 

L’acbtylation a B t B  effectuBe sur des produits formant une fine 
dispersion apres dissolution pr6alable dans une solution d’hydrate 
de chloral et precipitation par l’alcool, au moyen de l’anhydride ace- 
tique dans la pyridine, sou8 les conditions habituelles. Elle a eu lieu 
avec des difficult& croissant avec l’ordre d’insolubiliti! des fractions. 

-OCH,). 

l) W .  X. R e d ,  C. r. 194, 2141 (1932). 
2, T.  C. Taylor et J .  H .  McBride,  Am. Soc. 53, 3437 (1931). 
$) H .  B. Oakley et F.  G. Young, Biochem. J. 30, 868 (1936). 
4, H .  Staudinger et E. Husemann, A. 530, 1 (1937). 
5 ,  S.  R. Carter et B. R. Record, SOC. 1937, 577. 
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L’eniploi de l’alcool benxylique comme dissohant nous a 
dictB par le fait qu’il contient des groupes polaires et  apolaires et 
qu’il peut ainsi solvatiser les groupes des deux genres et  empkcher 
la formation de micelles. 

Nous avons trouvd un poids molkculaire minimum de 6 x lo6 .  
I1 est impossible de pr6eiser davantage cette valeur k cause de la pr6- 
sence 6ventnelle d’impuretds, qui, par suite de leur poids moldculaire 
relativement faible, peuvent avoir une influence trbs grande sur la 
pression osmotique, mGme en concentration trbs basse. 

Le glycogdne d u  muscle est done corastitue’ de mole’cules dont les p l u s  
petites possddent un poids  mole’culaire supdrieur a 6 x l o 6 .  

4. La viscositd et la forme de la moldcule. 
Les viscosit6s des acdtates de glycogkne que nous avons mesurdes 

sont trbs faibles; leurs valeurs de viscositd limite lim/c = 0 [rspec./c] 
sont comprises entre 0,087 et 0,164. Les pentes des courbes sont 
faibles, puisque q-sp6c../e passe pour la plus rapide de 0,164 (c = 0)  k 
0,222 (c = 4 gr./100 em3). Si nous les comparons B la courbe de l’acd- 
tate d’amylopectine et  B la courbe de l’acdtate d’amylosel), nous 
concluons 8, une structure trks ramifide k caracthe compact, car k 
poids molBculaire Bgal, un corps ramifid posskde une plus petite vis- 
cositB qu’un corps lindaire2). D’autre part, il faut Bgalement tenir 
compte du poids moldculaire Bnorme et de la determination du 
nombre des groupcs terminaux, effectude par Haworth, Hirst et Isher- 
wood3) et K. H .  Xeyer et PuZd4) qui indiquent une structure trks 
ramifide. 

?spec / c  

1 2 3 4  
gr.il00crn’ 

Fig. 1. 
Viscosit6s des triac6tatcs des fractions T, I1 et 111. 

l )  K.  H. Meyer, P. Bernfeld et W .  Hohenemser, Helv. 23, 885 (1940). 
z ,  K.  I€. M e y e r  et P. Bernfeld, Helv. 23, 875 (1940). 
3 ,  W .  Y. Haworth, E. L. Hwst et F.  A. Jsherwood, SOC. 1937, 577. 
4, I?. H .  X e y e r  et At’. Fuld, Helv. 24, 375 (1941). 
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Le fait que la valeur ,z/c dans la mesure de la pression osmotique 
du triacetate de glycogkne reste presque conxtante et trbs basse est 
une nouvelle preuve de la forme compacte. 

Nous ne pouvons toutefois pas admettre la forme rigoureuse- 
ment spherique proposbe par Btu,udinger et Husemannl), puisque la 
relation ysDBc./c n’est pas independante de la concentration, comme 
l’affirme Btaudinger. En outre, les valeurs lim. (0,087-0,164) de 
qspec./c ddpassent de beaucoup la valeur thdorique d’Einstein pour 
des particules sphdriques, qui est de 0,025. 

5. Les de’gradutions des fractions par la  p-amylase. 

Ainsi que l’ont montri! Ohlsson2), Hams3)  et Barnec4), la ,&amylase 
attaque les chaines de polysaccharides depuis l’extremit6 non ald6- 
hydique, en liberant du maltose. Les ramifications arretent cette 
dbgradation et  il reste une ~dext r ine  residuelle)) (K.  H. Meyer et 

Nos essais de degradation par cet enzyme montrent que la frac- 
tion I est nettement plus attaqude que les fractions I1 et 111, dont 
les degradations sont pratiquement identiques : 

Puld5)). 

Limite de 
degradation 

Fraction I . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  43 B 43,574 
Fraction I1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  33 B 34% 
Fraction I11 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 B 32% 
Glycogbne commercial I( Hoffmann-La Roche )) . . . . . . . . . . . . .  46 B 46,5% 
Dextrine obtenue par scission avec l’acide chlorhydrique . . . . . . .  53 B 53,5% 
Fraction I1 traithe par la potasse caustique en presence d’oxygbne. . .  34 B 35% 
Fraction I1 traithe par la potasse caustique en absence d’oxyghne . . .  32% 

La raison de ces degradations differentes suivant les fractions est 
revdlde par l’action menag& de l’acide chlorhydrique. Celle-ci trans- 
forme la molecule de glycoghne en des fragments, conservant encore 
le caractere hautement polymdrisk; l’attaque enzymatique aboutit a 
une degradation de 53 yo. I1 semble done que l’enzyme, dont la mold- 
cule est volumineuse, ne puisse pas pendtrer dans l’enchevktrement 
de la molecule geante do glycogbne ; ainsi, certaines ramifications 
seraient protdgdes. Cette protection est supprimdo lorsque par une 
legere scission les ramifications viennent B dkcouvert. 

H.  Staudinger et  E. Husemaniz, 1. c. 
2, E. Ohlsson, Z. physiol. Ch. 189, 17 (1930). 
3, C. S. Hanes, New Phytologist 36, 538 (1937). 
4, M .  Samec, ICol1.-chem. Beih. 49, 101 (1939). 
6 ,  R. H .  Jfeyer  c t  AZ. Fuld, Helv. 24, 375 (1941). 
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Part i e  exphrimentale .  
1. Xche'ma d'extraction, de purification et de fractiomemeqzt. 

I 
Chair d'anodontcs (760 gr.) 

Eau bouillante (3 fois) 

I 

I 
Solution ( 2  1.) 

alcool m6thylique (4,l 1.) 
I 
I 

I I 
Solution Precipitk (26 gr.) 

3,6 gr.) Dissous et trait6 
par 

l'acide picrique 
I 

(Polysaccharides 0 gr.) I 
(Glucose 

Solution 

Alcool methylique 
I 

PrBcipit6 (20 gr.) 
I 

Electrodialyse de la solution 
I 

I (Glycoghe 0 gr.) 

I 

I 
R6sidu (180 gr.) 

Hydrate de chloral 33% 
I 
8 

I I 
Solution PreLipit6 

I (Glycogkne 0 gr.) 
Alcool m6thylique 

Pr6cipit6 (4 gr.) 

Traitement b l'iode 

Fraction IV (0,4 gr.) 

I 

I 
I 

I I I 
Fraction I (4,4 gr.) Fraction I1 ( 9 3  gr.) Fraction I11 (3,2 gr.) 

2. Xe'thodes nnalytiques employe'es. 
La teneur en e m  varie entre 8 et 1 0 %  pour toutes lex fractions. 

Les rksultats des analyses sont donnits par rapport h la substance 
&he. 

a) Glyeogdne. 
La substance est hydrolys6e en courant d'azote ou d'anhydride carbonique avec 

HCl l-N. La dur6e d'ebullition est en general de 30 minutes. Pour le glycoghne brut, une 
dur6e d'6bullition do 8 b 15 heures augmente de 3% l'hydrolyse. Pour les glycogknes puri- 
fib, l'hydrolyse est totale en 30 minutes. 

Le glucose form6 est dos6 selon Bertraizd. 
Lorsque la substance contient en majeure partie des protbines, nous avons employ6 

pour le dosage du glycoghne la m6thode rapide de Pflicgerl) , en travaillant en creuset 
de platine et  en remplapant les filtrations par des centrifugations. 

b) Prote'anes. 
Leur teneur a 666 determinee par dosage de l'azote selon Dumas. Dans un cas, nous 

avons dose l'azote selon Kyeldahl. 
c) Phosphore. 

Le dosage est effectue d'aprhs Fzske et Subbarrow2). 

1) 1. c. z, J .  King, Biochem. J. 26, 292 (1932). 
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3. Eztraction aqueuse du glycog8ne brut. 
20 anodontes nourries pendant 15 jours b la scmoule, pesant 2150gr., sont dis- 

sdqu6es ct donnent 760 gr. de chair. Immediatement aprks dissection, la chair est jetbe 
dans 1 litre d’eau bouillante c t  on maintient Q l’kbullition pendant une heure. On laisse 
refroidir et centrifuge. Le residu est repris 3 fois par 250 om3 d’eau bouillante et lcsliqucurs 
d’extrsction sont reunies et filtrkes. La solution (2 litres) est fortement opalescente. 
Son pa est de 6,8. Valeur rdductrice B blanc: 1 em3 de solution = 6 mgr. de Cu (Bertrand), 
ce qui correspond B 6gr. de glucose. 

Valeur reductrice aprhs hydrolyse: 1 em3 do solution: 37 mgr. de Cu (Ber t rmd) ;  
cllc correspond b 31 gr. de glycogkne. 

Les 2 litres de solution sont additionnes sous agitation violente de 4,l litres d’alcool 
methylique B 9874. On laisse reposer au froid, decante, puis centrifuge. On s h h c  par 
lavage B l’alcool mdthylique, puis b l’6ther. On redissout dans 2 litres d’eau et  recommence 
la precipitation, lave B l’alcool mdthylique absolu, puis 2 fois B l’dther et shche au dessi- 
cateur B vide. On obtient ainsi 26 gr. de glycoghnc lie A des protkines. 

La solution alcoolique rksiduelle contient < 0,006% de phosphore et sa teneur en 
polysaccharides est nulle; sa tencur en sucres correspond b 3,3 gr. de glucose. 

Le prdcipitd est non reductcur et contient 85% de glycogkne: 1 em3 d’une solution 
B 15% emploie 4,l em3 dc KMnO, O,l-hT. 

4. Eliminution des protc‘ines par l’acide picrique. 
Le glycogane brut est dissous dans 1,7 litres d‘eau distillee. On ajoutc B froid sous 

forte agitation 600 cm3 d‘une solution d’acide picrique B 1,5% et  laisse reposer une nuit 
B la glacibre. On centrifuge. 

Le precipite est exempt de glycoghne (dosage selon Pfluger). La solution est addi- 
tionnee de 4,5 litres d’alcool methylique. On laisse reposer, decante, puis centrifuge. On 
lave 3 fois B l’alcool methylique, puis 3 fois B l’6ther. Lo produit encore leghrement jau- 
nAtre est extrait 3 jours au Xozhlet B l’ether, puis s6chB au vide, redissous dans un litre 
d’eau et  precipite par 600 em3 d’alcool mdthylique. On lave 2 fois B l’alcool methylique, 
2 fois B Yether, skche et obtient 20gr. de glycogkne. 

Le glycogkne disperse dans l’eau donne une solution opalescente contenant des 
traces d’acide picrique. L’opalescence disparaft par addition de soude caustique. 

On n’obtient aucune precipitation avec l’acidc tuiigstique B lo%, l’acidc trichloraee- 
tique b lo%, l’acide picrique b l%, l’acide citrique b 2%. 

Analyses. On purifie par une troisikme pricipitation B l’alcool methylique : 
Cendres 037  %. 
Phosphore 0,001 %. 

6,06 mgr. subst. emploient 0,255 om3 HC1 0,Ol-N; 0,58% N. 
Teneur en proteines (dosage de l’azote selon Kpldahl) env. 3,5%. 

Teneur en glycogkne : 94-9576. 

5. Pyactionnement du  glycogdne bw,t p a r  c’lectrodialyse. 
20 gr. de glycoghne brut sont dissous dans 1000 em3 d’eau distillee. On les introduit 

par portions de 350 em3 dans un Blectrodialyseur selon Path ,  compose d’un comparti- 
ment central cylindrique de 4 em de longueur fcrme par dcs membranes en cellophane 
d’environ 100 emz de surface. Les electrodes de platine sont distantes de 0,5 em des mem- 
branes. 

L’6lectrodialyse durc 10 jours, jusqu’k un amperage de 1,5 mA sous 35 V. L’acide 
picrique passe dans le compartiment anodique et peut Btre complktement Blimind. I1 se 
forme un prdcipite au fond du compartiment central, ainsi que contre la membrane 
anodique. 

Au-dessus du prdcipit6 se trouve une couche d‘environ 1 cm fortement opalescente 
e t  trouble, surmontee d’une solution translucidc e t  faiblement opalescente. 
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On siphone ees deux couches et  obticnt 870 cm3 dc solution translucide (fraction I) 
et  150 cm3 d'une snspension (fraction 11). Le prkcipitk est &sign6 sous le nom de frac- 
tion SIT. 

Au cours de l'experience, la fraction I1 avait visiblcmcnt diminud dc hauteur c t  
s'6tait d6pos6e dans la couche III. Du fait dc la solubilit6 de la fraction I, cnviron 10% 
dc ccllc-ci est resthe m&e B la fraction 11. 

Lcs fractions I et  I1 sont pr6cipitees par addition d'alcool methylique jusqu'b unc 
concentration dc 65% en alcool, sous forte agitation. On lave ensuite B l'alcool mdthy- 
liquc ct  & 1'6ther ct sBche au dessicateur; la fraction I11 est l a d e  et s6chee dc m8me. 

Poids obtenus: Fraction I 4,4gr. 
)) I T  9,5 gr. 
)) I11 3,2 gr. 

Fraction I .  
Produit blanc neigeux. I1 se dissout dans l'eau sans trouble en solution dilude 

(moins de 2%). La solution dans l'hydrate de chloral cst opalesccnte. Elle ne d6pose pas 
apres un long rcpos. 

Fraction I I .  
Produit blane neigcux. I1 sc dissout dans l'cau avec un fort trouble, memc en solu- 

tion trks dilu6e. La solution B 2% dans l'hydrate de chloral est 16gircment trouble. La 
solution aqueuse depose aprbs un rcpos de 20 jours. Elle ne precipite pas avec le sous- 
acetate dc plomb en solution basiquc. ni avec la solution aqueuse de tannin. 

8nalyses:  On reprecipite le produit avant de les effectuer. 

Teneur en proteines (dosage dc l'azote selon Dumas)  env. 30/,. 

Teneur en glycoghc: 8,14 mgr. subst. cmploient 2,60 em3 KMnO,; 0,l-N: 8,lO 

Cendrcs 0,1%. 

65,900 mgr. subst. ont donne 0,2597 em3 N, (22O; 731 mm.), 0,43% N. 

mgr. glucose; 98% dc glycoghe. 

Purifirot7on par ngztation avec le chloroforme. 
0,5gr. dc glycogene fraction I1 (teneur en azote de 0,43y0) sont additionnes dc 

25 01113 d'eau, dc 10 om3 dc chloroforme ncutre et de 1 om3 d'alcool amylique. On secouc 
pendant 24 heures, centrifuge pendant unc heure et  siphone la couchc superieure opales- 
centc. Cettc couchc cst traitde 4 fois, dans les mbmes conditions, par le chloroforme ct 
l'alcool amyliquc dans les m6mes proportions. Pour finir, lc chloroformc ne donne plus 
de gel. On pr6cipite alors par l'alcool mdthylique, lave ct  s h h e  par l'alcool c t  l'dther. 
On obtient 0,25gr. dc glycoghne. 

Analyses: Tcneur en proteines (dosage de l'azotc selon D u m a s ) :  env. 0,45%. 
30,155 mgr. subst. ont donni: env. 0,02 om3 N, (26O; 733,5 mm.). Env. 0,07% N. 

Fractaon I I I .  
Produit liigbrcment jaunktrc. Apr&s une nouvellc prkcipitation, il restc l6gArcment 

beige, comme le glycoghe commercial. I1 ne forme pas dc solution dans l'eau, mais unc 
suspension, ddposant tr&s rapidemcnt. I1 se dissout dans la soude caustique ct  sc trouble 
par addition d'acide ac6tique. La solution B 2% dans l'hydrate de chloral est trbs trouble. 
On reprecipite cettc fraction en la dissolvant dans la soude caustiquc jusqu'8 un PH de 9, 
on acidifie 16gArenient par l'acidc acdtiquc ct additionne d'alcool sous forte agitation. 

Analyses: Tencur en proteincs (dosage de l'azote selon Dumas)  cnv. 8 yo. 
71,440 mgr. subst. ont donn6 0,831 em3 N, (26O; 734 mm.), 1,28% N. 

Tencur en glycoghe: 20,O mgr. subst. emploient 4,50 em3 dc KMnO, 0,l-N: 12,9 
mgr. glucose; 64% dc glycoghe. 
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Purification de la fraction I I I  par traitement d l’iode. 
MBthode employee par Pucher et Vickery l )  pour l’amidon. 
80 mgr. de glycogene de la fraction I11 sont trait& pendant 4 heures au bain-mane 

par 20 om3 d‘une solution de chlorure de calcium h 40%, additionnee de 0,1 gr. de car- 
bonate de magnesium. Le pH est maintenu entre 7 e t  8 par addition de carbonate de 
magnesium solide. On centrifuge, filtre e t  reprend encore deux fois le residu de la m6me 
manihe. 

Le r6sidu d‘extraction est acidifie par l’acide acktique, neutralis6 par l‘hydrogeno- 
carbonate de sodium et  dialys6. On precipite A l’alcool et shche: 23 mgr. 

Le r6sidu est blanc et  form6 de particules insolubles dans l‘eau, ne donnant pas de 
coloration b l’iode, e t  d‘une petite partie soluble donnant la couleur caractkristique du 
glycoghe avec l’iode; sa teneur en glycogkne est de 60%. 

Les 50 cm3 d’extrait sont additionnes de 5 gr. de chlorure de sodium, acidifies par 
quelques gouttes d’acide achtique et  trait& par 10 om3 d’une solution de triiodure de 
potassium B 12%. On centrifuge, lave 3 fois B l’alcool (60%) le pr6cipite form6 et  le d6- 
compose par addition de quelques gouttes de solution d‘hydrogenosulfite de sodium, puis 
on neutralise par l’hydrogknocarbonate de sodium, porte & 6bullition et  filtre; on obtient 
une solution trks opalescente. On dialyse pendant 3 jours contre l’eau distillbe jusqu’8 
ce qu’il n’y ait plus do reaction avec le nitrate d‘argent ni avec le chlorure de baryum. 
Le precipite inorganique form6 est filtr.4 e t  la solution concentrke au vide (35O/12 mm.) 
jusqu’8 20 cm3. On pr6cipite par addition d’alcool jusqu’h une teneur de SO%, centri- 
fuge, lave B l’alcool, puis b l’ether e t  s h h e  au dessicateur: 45mgr. C’est unproduit 
blanc qui ne forme pas de solution dans l’eau, mais une suspension d6posant trhs 
rapidement. 

Centrifugation: 3,8 mgr. sont dissous dans 1,1 cm3 d’eau. On centrifuge pendant 
une heure B 16000 tours/minute. La solution surnageante ne donne pas de coloration B 
l’iode. On dche  le precipite B l’alcool, puis a l’6ther: 2,Sgr. 

Analyses: Teneur en proteines (dosage de I’azote selon Dumas)  env. 1,5%. 
18,100 mgr. subst. ont donne env. 0,003 cm3 N, (23O; 734mm.); env. 0,18% N. 
Teneur en glycoghe: 11,2 mgr. subst. emploient 3,50 cm3 KMnO, 0,1-N: 11,O mgr. 

glucose; 98,5% de glycoghe. 

6. Eztraction du re’sidu b l’hydrate de chloral. 
Le residu de I’extraction aqueuse selon 2. est seche au dessicateur e t  pes6: 180 gr. 

On le broie avec 200 gr. de sable fin au mortier e t  le traite par 500 cm3 d’une solution 
d’hydrate de chloral B 33%. On maintient une heure b SOo, en empachant le pH de des- 
cendre au-dessous de 5 par addition d’ac6tate do sodium solide. On laisse refroidir e t  cen- 
trifuge. On recommence cette operation en laissant 3 heures en presence de l’hydrate 
de chloral. Le rksidu dose selon Pfldger ne contient pas de glycogbne. 

On additionne aux deux solutions reunies de l’alcool m6thylique jusqu’h une con- 
centration de 65% en agitant, laisse reposer, decante, centrifuge, lave 3 fois B l’alcool 
methylique et  2 fois b Yether, s$che au dessicateur B vide. On obtient 4,O gr. de produit 
d’une teneur en glycoghe selon Pfluger d‘environ 20%. 

3 gr. du produit sont purifies par traitement b l’iode. 
Le residu de protkines pes6 aprks sechage B l’alcool e t  B 1’6ther est de 2,7 gr. On 

Analyses: Teneur en proteines (dosage de l’azote selon D u m a s ) :  env. 3,5%. 
29,770 mgr. subst. ont donne 0,14 cm3 N, (20O; 732,5 mm.): 0,53% N. 
Teneur en glycogkne: 17,4 mgr. subst. emploient 5,25 cm3 KMnO, 0,l-N: 16,4 mgr. 

obtient 300 mgr. de glycogkne: fraction IT. 

glucose; 95% de glycogkne. 

l) G. W .  Pucher et  H .  B. Vickery,  Ind. Eng. Chem., An. Ed. 8, 92 (1936). 
113 
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- K 5 2 5  0,525 
1,235 0,235 
1,113 1 0,113 1 (1 extrapole (par voie graphique) 

7. Acelate de  la fraction I .  

0,132 
0,118 
0,113 
0,111 - 

2 gr. sont dissous dans 150 em3 de solution d’hydrate de chloral A 33%. On ramkne 
le pE B 6,2 par addition d’acktate de sodium et precipite sous forte agitation par 250 em3 
d’alcool fkdkral; on laisse decanter, centrifuge, lave A l‘alcool par centrifugation et  extrait 
au Sozhlet pendant 2 heures B l’alcool, puis une heure B l’kther absolu. Le precipite imbibe 
d’6ther est introduit dans un ballon de 100 em3 avec 10 em3 de pyridine anhydride et  
5 em3 d’anhydride acetique et  on le chauffe au bain-marie pendant 12 heures avec un 
refrigerant ascendant. Aprks refroidissement, la solution 16gkrement brunhtre est versee 
dans 100 em3 d’alcool. On obtient une pr6cipitation en fins flocons. On centrifuge, lave 5 fois 
ii l’eau et  2 fois B l’alcool methylique anhydride et sbche 24 heures dans le vide sur du 
chlorure de calcium et de la paraffine et  4 jours au vide pouss6 sur de la potasse caustique 
et du pentoxyde de phosphore B 45O. Rendement: 2,8 gr. d’un produit jauntitre, soluble 
dans les dissolvants chlores e t  l’alcool benzylique. 

Teneur en groupes acetyles (selon Bredereekl) : 44,2% (valeur thkorique du triack- 
tate: 448%). 
Viseosite‘s. 

25,00, en solution de t6trachloro-6thane. 
Toutes les mesures de viscositk ont B t B  effectuees dans le viscosimbtre d’ostwald, B 

I -- 
c en gr./100 em3 

0,440 
0,190 

4 
2 

0 extrapole (par voie graphique) 

.~ -~ ~ _ _ _  -__ 

1 1,09 1 0,090 

%PBC./C 
-~ 

0,110 
0,095 
0,090 
0,087 



cipite e t  traite ensuite comme pour la fraction I, mais en presence de 30 em3 de pyridine 
et  de 30cm3 d'anhydride acetique, pendant 30 heures, precipite e t  &he. 

La teneur en acktyles ne dkpassant pas 33%, on a procede B une nouvelle acPtyla- 
tion, en dissolvant le produit Q 400 dans 50 em3 d'hydrate d'hydrazine. On precipite par 
150 em3 d'alcool, lave Q l'alcool par centrifugation, puis extrait au Sozldet comme pr6- 
cedemment. 

On traite par 30 em3 d'anhydride acetique et  30 em3 de pyridine anhydre 48 heures 
au bain-marie. La substance est ensuite prt5cipiti.e e t  lavke comme la fraction 11. On la 
redissout ensuite dans l'alcool benzylique et  la reprkcipite B l'alcool f6dCral; on la lave 
3 fois B l'alcool absolu et  la s&he au vide poussd B 80O. 

Xendement: 1,7 gr. d'une poudre brune, qui donne une solution brun-fonck dans 
les dissolvants ch1ori.s et l'alcool benzylique. 

Teneur en groupes acetyles: 39,80/,. 

Viscositds. 

""m:- ~ - 9  -Lo;90-~:z;q %PEC. 

1,365 0,365 0,182 
0,171 0,171 

0 extrapol6 (par voie graphique) 0,164 

10. Ddgradation dcs fractions I, 11 et 111 par la ,&amylase. 
L'enzyme est pr6pari.e selon nos indications prkckdentesl). 

1 mgr. d'enzyme libere en 10 minutes B 35O 8 mgr. de maltose d'une solution d'ami- 
Aetivite': 

don de Zzclkowsky b 1%. 

XolubrlLsatron du glycogGne, teneur eiz enzyme et rajeunrssement. 
Environ 300 mgr. de glycoghe sont chauffes au bain-marie jusqu'h 60O avec 1 em3 

NaOH 2-N ct 5 em3 d'eau. On transvase dans un ballon jaugi. de 100 ern3 aprbs refroi- 
dissement. On ajoute 35-40 mgr. d'enzyme dissous dans 25 d'eau apr& avoir neu- 
tralise par 2 em3 d'acide acCItique 2-N, ce qui porte le prr B 4,s. On compBte B 100 em3 
et  porte nu thermostat Q 35O. Leu prises effectukes sout cle 10 em3 et 20 om3 et  la teneur 
en maltose est d6termini.e d'aprbs Bertraiad. La teneur en glycoghe de la solution est 
deterrninke aprhs hydrolyse d'une demi-heure cn solution de HC12-N en courant d'azote 
ou de gat, carbonique; on la vdrifie en pesant exaeternent la substance et en en sous- 
trayant sa teneur en humidit6 aprbs sechage Q poids constant, sa teneur en protkines 
(calcul6e & partw de la teneur en azotc) et sa teneur en cendres. 

Aprbs un ou drux jours, il se produit en gen6ral un trouble e t  on (( rajeunit 1) : 50 em3 
de la solution sont additionnks de 2,5 emA de KaOH 2-N, puis apr& agitation et clarifi- 
cation de 5 em3 d'acide acetique 2-N et  de 35-40 mgr. d'enzyme dissous dans 25 em3 
d'eau. On coniplhte Q 100cm'. 

Le deuxibme rajeunissement rst effect& par addition de 5 cm' NaOH 2 - 3 ,  puis 
on aridifie par 10 om3 d'acide ac6tique 2-N et  ajoute la meme quantith d'enzyrne que 
prhc6demment. 

Pour plus de clarti., les teneurs en maltose hydrate aprh rajeunissement ont 6th 
rapport6es Q la solution de d6part. 

Les d6gradations ont 6th v6rifiees par une degradation de contr61e, dont seule la 
valeur lirnite a Ot6 indiquee. 

l) Helv. 23, 1465 (1940). 
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Aprhs degradation, les solutions presentent encore une l6gAre reaction B l'iode. 

Teneur englycoghne, 
calculee en glucose, 

en gr./100 em3 

Fraction I 
0,315 

ContrBle 

Fraction I I  
0,336 

.~ 

ContrGle 

Fraktion I I I  
0,295 

ContrGle 

Glycoghe commer 
cia1 de foie de bceuf 
(( Hoffmann-La 
Roche P 

0,326 

ContrBle 

- 
Tempi 

:n hem 
___ 

12 
30 

36 
52 

100 
120 

15 
35 

80 
115 

160 
200 

48 
150 

170 
210 

300 
325 

18 
42 

70 
105 
130 

Maltose 

10 1 1,50 1 0,091 
10 1,50 0,091 

(( Rajeunissement )) 
20 1,85 0,112 
20 1 1,95 1 0,118 

20 1,15 0,135 
20 1 1,20 1 0,138 

20 2.30 0,071 
20 1 2,30 1 0,071 

20 1,80 0,108 
20 1 1,75 1 0,106 

20 0,925 0,112 
20 1 0,95 1 0,115 

Rajeunissement )) 

__ -~ 

Rajeunissement )) 

(( Rajeunissement 1) 

10 0,775 0,045 
10 1 1 , l O  1 0,065 

20 1,15 0,067 
20 1 1,325 1 0,077 

20 I 0,70 I 0,088 

10 I 1,85 1 0,111 
10 2,05 0,123 

20 2,475 0,148 
20 1 2,40 1 0,145 
20 2,50 0,150 

(( Rajeunissement 1) 

(( Rajeunissement 1) 
20 0,725 0,090 

(( Rajeunissement )) 

Yo 

hY- 
droly se 

29 
29 

__ -~ 

35 
37 

42,5 
43,5 
43 

21.5 
21,5 

32 
31,5 

33 
34 
36 

15 
22 

23 
26,5 

30,5 
30 
32 

33 
38 

46,5 
45,5 
47 

I I i 46 

11. Deztrine par l'acide chlorhydrique. 
800 mgr. de glycogene de la fraction I1 sont dissous dans 8 em3 d'eau et port& 

100" au bain-marie. On additionne de 8 em3 de HC12-N port& pr6alablement B 1'6bulli- 
tion et laisse 2 minutes B 100". On arr6te alors la degradation en versant dans 50 em3 
d'alcool methylique. Le precipite obtenu est form6 de grumeaux gluants. On centrifuge 
et lave par centrifugation une fois b l'alcool methylique 6, BOX, 3 fois b l'alcool methylique 
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absolu et 2 fois L 1’8ther; la substance devient alors cassante; on s&he au dessicateur 
B vide. 

Rendement : 550 mgr. d‘une poudre blanc neigeux, donnant une solution limpide 
dans l’eau, avec reaction nette L l’iode. Pouvoir reducteur de la solution: nul. 

12. Glycogdne traite’ iC l’abali en pre’sence d’oxlygdne. 
1,22 gr. de glycoghne de la fraction I1 sont introduits dans un creuset de platine 

avec 15 em3 de potasse caustique B 60%. On chauffe au bain-marie L l’air libre pendant 
2 heures. On transvase, lave le creuset avec 30 em3 d‘eau et prkipite par addition de 
100 cm3 d’alcool m6thylique. On centrifuge, lave avec un melange de 40 em3 de potasse 
caustique L 15% et 80 em3 d‘alcool methylique, puis avec l’alcool methylique L 60% et 
enfin avec l’alcool methylique absolu. Le residu est ensuite dissous dans 100 em3 d‘eau 
froide, centrifuge et filtr6, puis pr6cipit6 par 150 em3 d’alcool methylique, lave L l’alcool 
et B l’6ther et s6che au dessicateur L vide. 

Rendement: 1,10gr. d’une poudre moins blanche que le produit de d6part. 
La solution B 1 % est fortement opalescente et identique b celle du produit de d6part. 

13. GlycogBne traite’ iC l’alcali en absence d’oxygBne. 
0,75gr. de glycoghe sont chauff6s deux heures au bain-marie dans un courant 

d’azote avec 10 em3 de potasse caustique B 60% debarrassee de l’oxygkne par ebullition 
prealable en courant d‘azote. La chauffe se fait dans un creuset de platine au fond d’une 
kprouvette parcourue par le courant d‘azote. La suite des operations a lieu comme pr6- 
cedemment. 

Rendement : 0,715 gr. d’un produit poss6dant les m6mes reactions que celui obtenu 
en presence d’oxyghe. 

Ddqradations par la i3-amylase. 

10 I 0,95 

I ~- 

Teneur englycogkne 
calcul6e en glucose, 

en gr./100 em3 

Dextrine par l’acide 
chlorhydrique 

0,315 

~~~~ -~ 
~ 

0,115 

- 

ContrBle 

Glycogkne trait6 par 
KOH en presence 

de 0, 
0,325 

ContrBlo 

Glycogkne trait6 par 
KOH en absence 

de 0, 
0,310 

ContrBle 

Temps 
:n heures 
.~ 
~ ~~~ 

36 
72 

100 

175 
250 

48 
162 
200 

450 

~ 

62 

165 

280 

Maltose 

0,098 :: ~ i:!: 1 0,126 
10 2,25 I 0,135 

0,169 
0,165 

(( Rajeunissement )) 

% 
hY- 

drolyse 

31 
40 
43 

5 3 3  
53 
53 

_.__ ____ 

24 
30 
34 

35 
33 

24 

30 

32 
32 
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14. Meszcres osnwtiques des triace'tates des fractions I ct II. 
Les mesures sont effectuees dans la cellule de Herzog et  Spurlrn. 
Lcs triacktates ont ktB sBchCs 8 jours a SO0 sur du pentoxyde dc phosphore, B 0,01 mm. 

Lea valeurs dc la prcssion osmotique sont corrig6es pour la tension superficielle. 
Les mesures ont ktC effectu6es B 25O, en solution dans l'alcool benzylique. 

I Concentra- 1 Volume , Pression 
tion en 1 sp6c. i osm. en 

~ gr.1100 cm3 1 250 mmHzOde4"I apparent Fraction 

______ ~ _ _ _ _ _ _ _ _ ~ ~ ~ ~  
~~ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ~  ~ ~ ~ _ _ _ _ _ _  I T 1 8,96 ~ 0,94325 1 3,7 

TI 9,85 , 0,03835 , 12,2 I TI 1 5,27 0,94805 

Pour les valeurs dc z,r, .z crt exprime en atm. x 102 et  c cn gr./100 cm3. 
Ces donnkes nc' permettent pas unc extrapolation de z/c B Id concentration e = 0, 

extrapolation n6cesssire pour calculer Ic poids niol6culaire. 
Les valeurs indiquCes sous 31 apparent ne sont donc que dcs lirriites infkrieures; 

l e  poids mol6culaire rCel doit &tre encore plus 6lev6. D'autre part, le fait que In fraction I. 
la plus pure, mais la plus facileriicnt soluble et la moms visqueuse, conduit un poids 
molCculaire apparent plus itlev6 qne la fraction 11, montrr que le poids molkculaire appa- 
rent trow6 pour cette d e r n i h  cst dB bien plus aux impuret6s & poids molitculaire rela- 
tivcment bas qu'au glycogkne lui-meme. Ceci constituc une autre raison pour laquelle 
on ne peut attribuer aux valeurs trouvCcs qu'une signification de limite infkrieure. 

15. Exfyaction dih g1ycogh.e selon Pfluger. 
30 gr. de chair d'anodontes sont trait& par 35 c1n3 d'eau et 50 gr. de potasse caus- 

tique solide dans unc capsule en platine pendant 5 heures au bain-marie dans un courant 
d'azote. On additionnc aprhs refroidissenicnt de 75 cm3 d'eau et de 150 om3 d'alcool m6- 
thylique A 98% sous forte agitation. On centrifuge, lave deux fois avec 100 cm3 d'une 
solution compos6c de 2/J d'alcool mkthyliquc 98% et  !/J de potasse caustique a 15y". 
On filtre sur papier et redissout avec 250 em3 d'eau. Par addiiion de 370 em3 d'alcool m6- 
thylique, on obtient un produit brun-rougcgtre. Ce dernier est trait6 une denxiArne fols 
par la potasse caustique. Aprks prCcipitation et  centrifugation, on lave avec l'alcool me- 
thylique B 70%, puis a 98% et 3 fois B 1'6ther. On shhe au dessicateur & vide. On obtient 
500 mgr. d'une poudre beige. 

Coniportement ci I 'dectrodialyse.  
220 mgr. de ce glycogkne, dissous d m s  30 om3 d'eau distillhe, sont introduits dans 

l'6lectrodialyseur. Au bout de 5 jours, le courant Ctait tomb6 b 0,7 mA sous une tension 
de 80 volts; la couche supCrieure est alors siphon6e. On obtient 23 em3 d u n e  solution 
limpide contenant 37 mgr. de glycoghe. Le d6pBt (avec 10 cm3 de la solution limpide) 
contient 180 mgr. de glycogkne. Le glycogkne de moule extrait selon Piluger contient 
donc environ 55 mgr. de glycogkne soluble (25%) et cnviron 162 mgr. de glycogkne inso- 
luble (75 ) . 

Laboratoire de Chimie inorganique et organique 
de l'Universit6 de GenBve. 


